
·论著·

　　 【编者按】　２００９年卫生部发布的 《医疗技术临床应用管理办法》指出，干细胞移植技术 “涉及重大伦理问题，

安全性、有效性尚需经规范的临床试验研究进一步验证”，并将其归为 “第三类医疗技术”。目前，干细胞移植技术的

有效性及安全性尚未达成共识。黄斯勇等所在课题组采用的人脐带间充质干细胞 （ｈＵＣＭＳＣｓ）符合 《干细胞制剂质量

控制及临床前研究指导原则 （试行）》《人体细胞治疗研究和制剂质量控制技术指导原则》《细胞移植治疗技术规范》

（征求意见稿）等相关法律法规要求，并充分获得患者、产妇或其亲属授权，符合伦理学原则及知情同意要求，研究

证实，采用酶消化法能有效分离、培养ｈＵＣＭＳＣｓ，流式细胞术及成骨、成脂诱导分化实验能有效鉴定ｈＵＣＭＳＣｓ分化能
力，且ｈＵＣＭＳＣｓ治疗难治性免疫性血小板减少症 （ＩＴＰ）的近期疗效较好，不良反应轻微，可能成为难治性 ＩＴＰ的新
治疗方法。敬请关注！

人脐带间充质干细胞分离、鉴定方法及其治疗

难治性免疫性血小板减少症的有效性及安全性研究
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　　 【摘要】　目的　 探讨人脐带间充质干细胞 （ｈＵＣＭＳＣｓ）分离、鉴定方法及其治疗难治性免疫性血小板减少症
（ＩＴＰ）的有效性及安全性。方法　选取２０１６年１２月—２０１７年７月西安高新医院收治的难治性ＩＴＰ患者６例。脐带取
自足月剖宫产健康产妇，采用酶消化法分离、培养ｈＵＣＭＳＣｓ，ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪检测ｈＵＣＭＳＣｓ免疫表型，成
骨、成脂诱导分化实验评估ｈＵＣＭＳＣｓ分化能力。６例患者均静脉输注ｈＵＣＭＳＣｓ（１×１０６／ｋｇ），输注后１个月如患者血
小板计数≤５０×１０９／Ｌ可重复输注１次。所有患者至少随访３个月，随访截至２０１７－１１－０１，观察患者临床疗效、复发
情况及治疗期间不良反应发生情况，并采用流式细胞术检测外周血淋巴细胞亚群表达情况。结果　采用酶消化法分离、
培养ｈＵＣＭＳＣｓ，可见原代细胞贴壁生长并逐渐融合成片状，形态均一，倒置相差显微镜下观察细胞类似于成纤维细
胞，成长梭形流水状贴壁生长，细胞形态良好，并随着细胞传代，细胞形态未发生变化。流式细胞术检测结果显示，

ｈＵＣＭＳＣｓ高表达ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５，表达量均＞９８０％；不表达或低表达ＣＤ３、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１９。成骨、成脂诱导分化实
验结果显示，ｈＵＣＭＳＣｓ能向成骨细胞、脂肪细胞分化。输注ｈＵＣＭＳＣｓ后，６例患者完全反应３例，有效２例，无效１
例，总有效率为５／６；随访期间复发１例，再次输注ｈＵＣＭＳＣｓ后仍有效。ｈＵＣＭＳＣｓ输注前后患者外周血ＣＤ＋３ＣＤ
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１９Ｂ淋巴细胞比例比较，差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）；ｈＵＣＭＳＣｓ输注

后ＣＤ＋１６ＣＤ
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５６自然杀伤细胞 （ＮＫ细胞）比例和ＣＤ＋４ＣＤ
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１２７辅助性 Ｔ细胞 （Ｔｒｅｇ细胞）比例均高于ｈＵＣＭＳＣｓ输注前

（Ｐ＜００５）。本组患者治疗期间２例出现轻度发热，对症处理后完全缓解；１例患者出现激素依赖，经抗病毒治疗后痊
愈。结论　采用酶消化法能有效分离、培养ｈＵＣＭＳＣｓ，流式细胞术及成骨、成脂诱导分化实验能有效鉴定ｈＵＣＭＳＣｓ分
化能力，且ｈＵＣＭＳＣｓ治疗难治性ＩＴＰ的近期疗效较好，不良反应轻微，可能成为难治性ＩＴＰ的新治疗方法。
　　 【关键词】　免疫性血小板减少症；脐带；间充质干细胞；细胞分离；治疗效果
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ｗａｓｉｎｖａｌｉｄ，ｔｈｅｔｏｔａｌｅｆｆｅｃｔｉｖｅｒａｔｅｗａｓ５／６；１ｃａｓｅｏｃｃｕｒｒｅｄｒｅｌａｐｓｅｄｕｒｉｎｇｔｈｅｆｏｌｌｏｗ－ｕｐ，ｂｕｔｒｅｐｅａｔｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｉｎｆｕｓｉｏｎｏｆ
ｈＵＣＭＳＣｓｗａｓｓｔｉｌｌｅｆｆｅｃｔｉｖｅＡｆｔｅｒｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｉｎｆｕｓｉｏｎｏｆｈＵＣＭＳＣｓ，ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄＣＤ＋３ＣＤ

＋
４ Ｔ－ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒａｔｉｏ，

ＣＤ＋３ＣＤ
＋
８ Ｔ－ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒａｔｉｏｏｒＣＤ

＋
１９Ｂ－ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒａｔｉｏｗａｓｎｏｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｉｔｈｔｈａｔｂｅｆｏｒｅｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ

ｉｎｆｕｓｉｏｎｏｆｈＵＣＭＳＣｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＞００５），ｗｈｉｌｅＣＤ＋１６ＣＤ
＋
５６ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌｓｒａｔｉｏａｎｄＣＤ

＋
４ＣＤ

＋
２５ＣＤ

－
１２７Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌｓ

ｒａｔｉｏｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｂｅｆｏｒｅｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｉｎｆｕｓｉｏｎｏｆｈＵＣＭＳＣｓ（Ｐ＜００５）．Ｄｕｒｉｎｇｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，２ｃａｓｅｓｏｃｃｕｒｒｅｄｍｉｌｄｆｅｖｅｒａｎｄｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｒｅｌｉｅｖｅｄａｆｔｅｒｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔ；１ｃａｓｅｏｃｃｕｒｒｅｄｓｔｅｒｏｉｄｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ
ａｎｄｃｕｒｅｄａｆｔｅｒａｎｔｉ－ｖｉｒｕｓｔｈｅｒａｐｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＥｎｚｙｍａｔｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｉｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅｔｏｓｅｐａｒａｔｅａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｈＵＣＭＳＣｓ；
ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ｏｓｔｅｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄａｄｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｙｏｆｈＵＣＭＳＣｓ；ｈＵＣＭＳＣｓｈａｓｇｏｏｄｒｅｃｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｉｎｔｒｅａｔｉｎｇｒｅｆｒａｃｔｏｒｙＩＴＰｗｉｔｈｍｉｌｄａｄｖｅｒｓｅｒｅａｃｔｉｏｎｓ，ｍａｙｂｅａ
ｎｅｗｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｍｅｔｈｏｄｆｏｒｒｅｆｒａｃｔｏｒｙＩＴＰ．
　 　 【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｉｍｍｕｎｅ ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ； Ｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄ； Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； Ｃｅｌｌｓｅｐａｒａｔｉｏｎ；
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｕｔｃｏｍｅ

　　 人脐带间充质干细胞 （ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＵＣＭＳＣｓ）是从人脐带华通胶
中分离出来的一种基质细胞，在疾病治疗方面具有广阔

的应用前景，已成为国内外研究热点之一。免疫性血小

板减少症 （ｉｍｍｕｎｅｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ，ＩＴＰ）是一种自身
免疫系统疾病，其主要发病机制是机体对自身抗原的免

疫失耐受，导致免疫介导的血小板破坏增多及巨核细胞

生成血小板减少，是临床常见的出血性疾病之一。目

前，临床治疗ＩＴＰ以皮质激素、免疫抑制剂及脾切除为
主，但复发率较高，且长期使用皮质激素的不良反应较

多，尤其是难治性 ＩＴＰ，尚缺乏有效的治疗手段［１－２］。

近年有研究显示，脐带间充质干细胞 （ＵＣ－ＭＳＣｓ）具

有低免疫原性和免疫调节性，为 ＩＴＰ的治疗提供了新思
路［３］。本研究旨在探讨ｈＵＣＭＳＣｓ分离、鉴定方法及其
治疗难治性ＩＴＰ的有效性及安全性，现报道如下。
１　对象与方法
１１　研究对象　选取２０１６年１２月—２０１７年７月西安
高新医院收治的难治性ＩＴＰ患者６例，均符合 ＩＴＰ诊断
标准［２］，且经糖皮质激素、免疫球蛋白、免疫抑制剂或

促血小板生成素等治疗无效、复发，或不能耐受免疫抑

制剂维持治疗。排除标准： （１）合并严重心、肺、肾
等重要脏器疾病者；（２）合并３级及以上心肺功能不全
者；（３）对间充质干细胞或制备试剂过敏者；（４）合
并肿瘤或肿瘤高危风险者。本研究经西安高新医院医学
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伦理委员会审核批准，所有患者及其家属自愿参加并在

充分了解治疗方案前提下签署知情同意书。

１２　ｈＵＣＭＳＣｓ分离、鉴定方法
１２１　主要试剂　ＤＭＥＭ／Ｆ１２细胞培养基、磷酸盐缓
冲液 （ＰＢＳ）（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）、胎牛
血清 （美国Ｇｅｍｉｎｉ公司）、胰蛋白酶消化液、左旋谷氨
酰胺、β－巯基乙醇 （β－ＭＥ）、二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）、
青链霉素混合液 （北京鼎国昌盛生物技术有限公司）、

重组人碱性成纤维细胞生长因子 （ｂＦＧＦ）、丁基羟基茴
香醚 （ＢＨＡ）、Ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ腺苷酸环化酶激活剂 （美国

Ａｌａｄｄｉｎ公司）、全反式维甲酸 （美国 Ｓｉｇｍａ公司）、氢
化可的松、胰岛素、氯化钾、氯化钠、ＨＥＰＥＳ、氯化
镁、氯化钙、Ｇｌｕｃｏｓｅ、Ｇｌｙｃｉｎｅ（北京索莱宝科技有限公
司）、表皮细胞生长因子 （ＥＧＦ）、Ｂ－２７添加剂 （美国

Ｇｉｂｃｏ公司）。
１２２　ｈＵＣＭＳＣｓ组织来源　脐带取自足月剖宫产健康
产妇，且产妇乙型肝炎病毒 （ＨＢＶ）抗原、抗丙型肝炎
病毒 （ＨＣＶ）抗体、抗人类免疫缺陷病毒 （ＨＩＶ）抗
体、抗梅毒螺旋体抗体、支原体、抗 ＥＢ病毒抗体、抗
巨细胞病毒抗体等检测均为阴性。经产妇或其亲属授权

同意并签署知情同意书，留取新鲜脐带，并立即放入盛

有ＤＭＥＭ／Ｆ１２细胞培养基的容器中密封。在容器外贴
上标签，注明产妇姓名、住院号和新生儿出生时间、性

别、体质量。

１２３　ｈＵＣＭＳＣｓ分离和培养　由陕西圆梦生命科学研
究院干细胞与转化研究中心依据 《干细胞制剂质量控制

及临床前研究指导原则 （试行）》 《人体细胞治疗研究

和制剂质量控制技术指导原则》《细胞移植治疗技术规

范》 （征求意见稿）等相关法律法规要求，参照文献

［４］，采用酶消化法在无菌条件下于超净台内用含１００
Ｕ青链霉素混合液的ＰＢＳ充分冲洗脐带，尽量清除残留
积血。用无菌组织剪将脐带剪成１～２ｍｍ３大小的组织
块，随后将组织块悬液转移至５０ｍｌ离心管中，加入终
浓度为０１％的胶原酶Ⅱ，３７℃条件下消化１ｈ。将组
织块悬液转移至离心管内，室温条件下２０００ｒ／ｍｉｎ离
心３０ｍｉｎ，弃去上清液，采用ＰＢＳ重悬组织块，加入终
浓度为０１２５％胰蛋白酶消化液，３７℃条件下消化 ３０
ｍｉｎ，随后加入１０％胎牛血清，终止消化。消化混合物
经２００目细胞筛过滤，滤去未完全消化组织，将滤液收
集至离心管中，室温下２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃去上
清液，收集细胞。采用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２细胞培养基重悬分
离细胞，反复吹打混匀，计数细胞。将细胞浓度调整为

１０６／ｃｍ２，接种于１０ｃｍ培养皿中，置于３７℃、５％二氧
化碳 （ＣＯ２）培养箱中培养。培养７２ｈ后弃去旧培养
基，用无菌ＰＢＳ轻柔、缓慢冲洗细胞生长表面，去除未

贴壁细胞，更换新鲜ＤＭＥＭ／Ｆ１２细胞培养基。之后每３
ｄ更换１次培养基，倒置相差显微镜下观察各阶段细胞
形态变化，并拍照记录。待贴壁细胞生长达８０～９０％融
合度时用０２５％胰蛋白酶消化液消化传代，获得原代细
胞。

１２４　 ｈＵＣＭＳＣｓ免 疫 表 型 鉴 定 　 收 集 第 ３代
ｈＵＣＭＳＣｓ，采用含０１％胎牛血清的ＰＢＳ洗涤１次，室
温条件下 １０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃去上清。用含
０１％胎牛血清的 ＰＢＳ重悬细胞，并调整细胞密度为
１０６／ｍｌ，将细胞悬液转移至流式管，每个流式管加入
１００μｌ细胞悬液。分别加入 ＰＥ标记的小鼠抗人单克隆
抗体ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５及 ＡＰＣ标记的小鼠抗人单克隆
抗体 ＣＤ３、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１９，同时设抗 ＰＥ小鼠 ＩｇＧ１和抗
ＡＰＣ小鼠ＩｇＧ１为同型对照。加入抗体浓度为１００∶５，充
分振荡细胞悬液，避光 ４℃ 孵育 ３０ｍｉｎ。经 ＢＤ
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪检测，采用ＣｅｌｌｑｕｅｓｔＰｒｏ软件分
析结果。

１２５　成骨诱导分化实验　将生长状态良好的第３代
ｈＵＣＭＳＣｓ以５×１０４／孔接种于 ６孔板中，应用 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２细胞培养基培养１２～１８ｈ。待细胞完全贴壁后更换
成骨诱导培养基 （ＤＭＥＭ／Ｆ１２细胞培养基、１０％ＦＢＳ、
１００Ｕ青霉素／链霉素、１ｍＭ丙酮酸钠、２ｍＭ左旋谷氨
酰胺、１μＭ地塞米松、１０ｍＭβ磷酸甘油和５０μｇ／ｍｌ
抗坏血磷酸盐）。每隔３ｄ更换１次培养基，诱导１８ｄ，
对细胞行茜素红染色，显微镜下观察细胞，并拍照记

录。以茜素红染色呈红色为阳性。

１２６　成脂诱导分化实验　将生长状态良好的第３代
ｈＵＣＭＳＣｓ以５×１０４／孔接种于 ６孔板中，应用 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２细胞培养基培养１２～１８ｈ。待细胞完全贴壁后更换
成脂诱导培养基 （ＤＭＥＭ／Ｆ１２细胞培养基、１０％胎牛血
清、１００Ｕ青霉素／链霉素、１ｍＭ丙酮酸钠、２ｍＭ左旋
谷氨酰胺、１μＭ地塞米松、０５ｍＭＩＢＭＸ、０５ｍＭ消
炎痛和１０μＭ膜岛素）。每３ｄ更换１次培养基，诱导
２１ｄ，行油红 Ｏ染色，显微镜下观察细胞，并拍照记
录。以油红Ｏ染色后观察到脂滴为阳性。
１３　治疗方法　６例患者均输注ｈＵＣＭＳＣｓ（１×１０６／
ｋｇ），输注后１个月如患者血小板计数 （ＰＬＴ）≤５０×
１０９／Ｌ可重复输注１次。输注途径为通过输血器静脉输
注，输注前给予异丙嗪、葡萄糖酸钙预防过敏，输液速

度约为６０滴／ｍｉｎ，输注２４ｈ内严密观察患者生命体征
变化。

１４　观察指标　所有患者至少随访３个月，随访截至
２０１７－１１－０１，观察临床疗效、复发情况及治疗期间不
良反应发生情况。完全反应：治疗后 ＰＬＴ≥１００×１０９／Ｌ
且无出血；有效：治疗后 ＰＬＴ≥３０×１０９／Ｌ且较基础
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ＰＬＴ增加≥２倍，无出血；无效：治疗后 ＰＬＴ＜３０×
１０９／Ｌ或较基础ＰＬＴ增加 ＜２倍或有出血；复发：治疗
有效后，ＰＬＴ降至３０×１０９／Ｌ以下或是基础 ＰＬＴ的２倍
以下或出现出血症状［２］。需要注意的是评价临床疗效时

需至少检测 ２次 ＰＬＴ，且两次检测时间至少间隔 ７ｄ；
评价病情是否复发时需至少检测２次 ＰＬＴ，且两次检测
时间至少间隔１ｄ。总有效率＝（完全反应＋有效）／总
例数×１００％。
１５　流式细胞术检测外周血淋巴细胞亚群表达情况　
ｈＵＣＭＳＣｓ输注前和输注后第１４天采用流式细胞仪检测
患者外周血淋巴细胞亚群，具体如下：取３只流式管分
别标记为 Ａ、Ｂ、Ｃ，分别加入２０μｌ（ＣＤ３／ＣＤ８／ＣＤ４）、
（ＣＤ３／ＣＤ

＋
１６ＣＤ５６／ＣＤ１９）、（ＣＤ４／ＣＤ１２７／ＣＤ２５）抗体。将患

者新鲜外周血充分混匀，分别取５０μｌ外周血加入 Ａ、
Ｂ、Ｃ流式管中；避光染色１５ｍｉｎ，加入溶血素４５０μｌ。
避光１０ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清，加入
０９％氯化钠溶液 ５００μｌ重悬细胞。采用 ＢＤＦＡＣＳ
Ｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪上样，ＣｅｌｌｑｕｅｓｔＰｒｏ软件分析结果。
１６　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２００统计软件进行数据处
理，符合正态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ）表示，组内比
较采用配对ｔ检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　ｈＵＣＭＳＣｓ形态学鉴定　采用酶消化法分离、培养
ｈＵＣＭＳＣｓ，可见原代细胞贴壁生长并逐渐融合成片状，
形态均一，倒置相差显微镜下观察细胞类似于成纤维细

胞，成长梭形流水状贴壁生长，细胞形态良好，并随着

细胞传代，细胞形态未发生变化 （见图１）。
２２　ｈＵＣＭＳＣｓ免疫表型　流式细胞术检测结果显示，
ｈＵＣＭＳＣｓ高表 达 ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５，表 达 量 均 ＞
９８０％；不表达或低表达ＣＤ３、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１９ （见图２）。
２３　ｈＵＣＭＳＣｓ分化能力　正常ｈＵＣＭＳＣｓ呈长椭圆形

（见图３Ａ）；第３代ｈＵＣＭＳＣｓ成骨诱导１８ｄ，细胞聚集
汇合且呈多层重叠生长，形成圆形钙化结节沉积，周围

折光性增强，茜素红染色着色呈红色 （见图３Ｂ）；第３
代成脂诱导 ２１ｄ，油红 Ｏ染色，倒置显微镜下观察
ｈＵＣＭＳＣｓ形成较大的脂滴 （见图３Ｃ）。

　　注：Ａ为放大４０倍，Ｂ为放大１００倍

图１　倒置相差显微镜下ｈＵＣＭＳＣｓ形态学表现

Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｈＵＣＭＳＣｓｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｐｈａｓｅ

ｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

图２　ｈＵＣＭＳＣｓ免疫表型表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈＵＣＭＳＣｓｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ

　　注：Ａ为正常人脐带间充质干细胞 （ｈＵＣＭＳＣｓ） （倒置相差显微镜， ×１００）；Ｂ为ｈＵＣＭＳＣｓ成骨分化 （茜素红染色， ×１００）；Ｃ为

ｈＵＣＭＳＣｓ成脂分化 （油红Ｏ染色，×１００）

图３　ｈＵＣＭＳＣｓ分化能力

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｈＵＣＭＳＣｓ

·９１·实用心脑肺血管病杂志２０１７年１２月第２５卷第１２期　　投稿网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｓｙｘｎｆｎｅｔ



２４　临床特征及临床疗效　本组患者中男２例，女４
例；年龄４２～７３岁，中位年龄６３岁；前期治疗包括泼
尼松 （Ｐｒｅｄ）、静脉注射丙种球蛋白 （ＩＶＩｇ）、重组人促
血小板生成素 （ｒｈＴＰＯ）、环孢素 （ＣｙＡ）、地塞米松
（Ｄｅｘ），详见表１。输注ｈＵＣＭＳＣｓ后，完全反应 ３例，
有效２例，无效１例，总有效率为５／６；中位随访时间
为５个月，随访期间复发１例，再次输注ｈＵＣＭＳＣｓ后仍
有效。

表１　６例患者临床特征
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅ６ｐａｔｉｅｎｔｓ

序号
年龄
（岁）

性别
病程
（月）

前期治疗
ｈＵＣＭＳＣｓ
计数
（×１０７）

ＰＬＴ（×１０９／Ｌ）
治疗
前

治疗
后

起效
时间
（ｄ）

Ｐ１ ４６ 女 ４ Ｐｒｅｄ，ＩＶＩｇ，ｒｈＴＰＯ ８４ ２ ６７ １６

Ｐ２ ６５ 女 ７ Ｐｒｅｄ，ＩＶＩｇ，ＣｙＡ，ｒｈＴＰＯ ６０ １２ １４６ １１

Ｐ３ ７３ 女 ３３ Ｐｒｅｄ，ＩＶＩｇ，ＣｙＡ，ｈＵＣＭＳＣｓ ５７ ２３ ８７ ７

Ｐ４ ６３ 女 ６ Ｐｒｅｄ，ＩＶＩｇ，ＣｙＡ，ｒｈＴＰＯ ８３ １７ １０１ １０

Ｐ５ ６３ 男 １０ Ｐｒｅｄ，Ｄｅｘ，ＩＶＩｇ，ＣｙＡ，ｒｈＴＰＯ ７１ ４ ２１ １６

Ｐ６ ４２ 男 １２ Ｐｒｅｄ，Ｄｅｘ，ＩＶＩｇ，ＣｙＡ，ｒｈＴＰＯ ７３ ９ １６２ ２２

　　注：ｈＵＣＭＳＣｓ＝人脐带间充质干细胞，ＰＬＴ＝血小板计数，Ｐｒｅｄ

＝泼尼松，ＩＶＩｇ＝静脉注射丙种球蛋白，ｒｈＴＰＯ＝重组人促血小板生成

素，ＣｙＡ＝环孢素，Ｄｅｘ＝地塞米松

２５　淋巴细胞亚群　ｈＵＣＭＳＣｓ输注前后患者外周血
ＣＤ＋３ＣＤ

＋
４ Ｔ淋巴细胞比例、ＣＤ

＋
３ＣＤ

＋
８ Ｔ淋巴细胞比例及

ＣＤ＋１９Ｂ淋巴细胞比例比较，差异无统计学意义 （Ｐ＞
００５）；ｈＵＣＭＳＣｓ输注后 ＣＤ＋１６ＣＤ

＋
５６自然杀伤细胞 （ＮＫ

细胞）比例和ＣＤ＋４ＣＤ
＋
２５ＣＤ

－
１２７辅助性Ｔ细胞 （Ｔｒｅｇ细胞）

比例均高于ｈＵＣＭＳＣｓ输注前，差异有统计学意义 （Ｐ＜
００５，见表２）。

表２　难治性ＩＴＰ患者ｈＵＣＭＳＣｓ输注前后外周淋巴细胞亚群比较

（ｘ±ｓ，％）

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｕｂｓｅｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ

ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｉｎｆｕｓｉｏｎｏｆｈＵＣＭＳＣｓｉｎｒｅｆｒａｃｔｏｒｙＩＴＰｐａｔｉｅｎｔｓ

组别 例数
ＣＤ＋３ＣＤ＋４
Ｔ淋巴细
胞比例

ＣＤ＋３ＣＤ＋８
Ｔ淋巴细
胞比例

ＣＤ＋１９
Ｂ淋巴细
胞比例

ＣＤ＋１６ＣＤ＋５６
ＮＫ细胞
比例

ＣＤ＋４ＣＤ＋２５
ＣＤ－１２７Ｔｒｅｇ
细胞比例

输注前 ６ ４４０１±７２５３４０６±８５７ １２０６±５２０　 ６４１±３０６　１２４±０４５
输注后 ６ ３９９２±１０１２３１３９±９７４　 ８９９±６９５　２０４７±１２９６ ５０８±２６８
ｔ值 ０８０５ ０５０４ ０９６６ ２５８６ ３４６１
Ｐ值 ０４４０ ０６２５ ０４０７ ００２７ ０００６

　　注：ＮＫ细胞＝自然杀伤细胞，Ｔｒｅｇ细胞＝辅助性Ｔ细胞

２６　不良反应　本组患者治疗期间２例出现轻度发热，
对症处理后１～４ｈ完全缓解，无其他不适感；１例患者
输注前出现激素依赖，Ｐｒｅｄ（５０ｍｇ／ｄ）维持治疗过程
中出现腹泻、肺部感染，输注后第１０天原有肺部感染
加重伴气喘，后经支气管镜肺泡灌洗和病毒 ＤＮＡ定量

检测证实为巨细胞病毒性肺炎，经抗病毒治疗后痊愈，

停用激素治疗后 ＰＬＴ维持正常至随访结束；其余患者
ｈＵＣＭＳＣｓ输注后一般状况良好，生命体征平稳，血生
化检查等均未发生明显异常。

３　讨论
１９６８年，ＦＲＩＥＤＥＮＳＴＥＩＮ等［５］首次报道骨髓标本中

小部分贴壁细胞在培养过程中能分化成类似骨、软骨集

落，并将之称为骨髓多能间充质干细胞。１９９７年，
ＰＲＯＣＫＯＰ等［６］成功分离出骨髓间充质干细胞，并发现

其具有多向分化潜能，可分化为成骨细胞、软骨细胞、

脂肪细胞、神经样细胞和成肌细胞等。间充质干细胞来

源于中胚层，可从脂肪、脐血、羊水、牙体等组织中分

离出来。足月产胎儿脐带间充质干细胞含量丰富，羊

膜、华通胶、脐血和脐血管内皮下内膜均可分离出间充

质干细胞，而脐带华通胶中富含的基质细胞即

ｈＵＣＭＳＣｓ［７］。既往研究结果显示，显微镜下ｈＵＣＭＳＣｓ
呈成纤维细胞样，细胞质丰富，具有贴壁生长特性，增

殖率较高，表面均表达 ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０和 ＣＤ１０５，不
表达ＣＤ３４和 ＣＤ４５

［８］，具有分泌血管内皮生长因子、胰

岛素样生长因子１和肝细胞生长因子等能力［９］，在不同

诱导条件下可分化为骨、软骨和脂肪细胞，在体外或体

内均具有低免疫原性，异体移植后不易引起免疫排斥

反应。

近年来，随着对间充质干细胞研究的不断深入及临

床治疗需要，国际间充质及组织干细胞委员会对人来源

间充质干细胞提出最低鉴定标准： （１）在标准培养条
件下，间充质干细胞必须具备对塑料底物的贴附特性；

（２）通过流式细胞术检测间充质干细胞 ＣＤ１０５、ＣＤ７３、
ＣＤ９０阳性表达率≥９５％，且 ＣＤ４５、ＣＤ３４、ＣＤ１４或 ＣＤ１１ｂ、
ＣＤ７９ａ或 ＣＤ１９、人类白细胞抗原 －ＤＲ（ＨＬＡＤＲ）阴性
表达率≥９８％；（３）在体外通过标准方法诱导，间充质
干细胞必须能分化为成骨细胞、脂肪细胞及软骨细

胞［１０］。笔者所在医院经医学伦理委员会审核批准，并

经产妇或其亲属授权同意，留取足月剖宫产健康产妇的

脐带，依据 《干细胞制剂质量控制及临床前研究指导原

则 （试行）》《人体细胞治疗研究和制剂质量控制技术

指导原则》 《细胞移植治疗技术规范》 （征求意见稿）

等相关法律法规要求，在无菌条件下采用组织块法分离

培养，得到类似于成纤维细胞、成长梭形流水状贴壁生

长的原代细胞，并随着细胞传代，细胞形态未发生变

化。流式细胞术检测结果显示，ｈＵＣＭＳＣｓ高表达 ＣＤ７３、
ＣＤ９０、ＣＤ１０５，表达量均 ＞９８％；不表达或低表达 ＣＤ３、
ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１９，符合国际间充质及组织干细胞委员会制定
的间充质干细胞的鉴定标准。本研究成骨、成脂诱导分

化实验结果显示，第３代ｈＵＣＭＳＣｓ成骨诱导１８ｄ，细胞

·０２· ＰＪＣＣＰＶＤ　Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１７，Ｖｏｌ，２５　Ｎｏ１２　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｓｙｘｎｆｎｅｔ



聚集汇合且呈多层重叠生长，形成圆形钙化结节沉积，周

围折光性增强，茜素红染色呈红色，提示ｈＵＣＭＳＣｓ可向
成骨细胞分化；第３代成脂诱导２１ｄ，油红 Ｏ染色，倒置
显微镜下观察ｈＵＣＭＳＣｓ形成较大脂滴，提示ｈＵＣＭＳＣｓ可
向脂肪细胞分化。本研究结果提示，陕西圆梦生命科学

研究院干细胞与转化研究中心分离的细胞是ｈＵＣＭＳＣｓ，
为下一步临床试验奠定了坚实基础。

大量临床研究和动物实验证实，ｈＵＣＭＳＣｓ在神经
系统疾病、心血管系统疾病、血液系统疾病、免疫系统

疾病、糖尿病、肌肉变性疾病、肝脏疾病及慢性疼痛等

的治疗中具有广阔的应用前景［１１］。ｈＵＣＭＳＣｓ具有独特
的免疫调节能力、较强的免疫抑制性及低免疫原性，对

适应性免疫的抑制作用主要表现为对Ｔ淋巴细胞和Ｂ淋
巴细胞的免疫抑制，对固有免疫的抑制作用主要表现为

对单核细胞／巨噬细胞、树突状细胞、ＮＫ细胞的免疫
抑制［１２］。

ＩＴＰ的免疫学发病机制与体液免疫异常和细胞免疫
异常均密切相关。既往研究结果显示，５０％ ～７０％的
ＩＴＰ患者可检测到血小板自身抗体，大多数 ＩＴＰ患者的
血小板相关抗体 ＩｇＧ（ＰＡＩｇＧ）水平升高，且其水平与
血小板寿命呈负相关。ＣＨＡＮＧ等［１３］研究表明，ＩＴＰ患
者血小板自身抗体产生受Ｔ淋巴细胞及其分泌的细胞因
子调控。ＳＥＭＰＬＥ等［１４］研究发现，Ｔｈ１辅助细胞可增强
抗血小板自身免疫反应，而 ＩＴＰ患者Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞明显
升高，下调Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞可预防ＩＴＰ的发生，并有助于
控制ＩＴＰ病情。另有研究发现，ＩＴＰ患者 Ｔ淋巴细胞凋
亡受限，可减少自身反应性Ｔ淋巴细胞清除率，从而产
生持续的免疫效应，且Ｔ细胞可抑制巨核细胞凋亡，减
少血小板释放［１５－１６］。目前，ＮＫ细胞对 ＩＴＰ发生、发展
的影响尚未明确，可能既有保护作用，也有破坏作用。

ＭＡ等［１７］通过 ｈＵＣＭＳＣｓ与 ＩＴＰ患者外周血单个核细胞
（ＰＢＭＣ）和骨髓单个核细胞 （ＢＭ－ＭＮＣ）共培养实验
发现，ｈＵＣＭＳＣｓ可抑制 ＩＴＰ患者 Ｔ淋巴细胞和 Ｂ淋巴
细胞增殖，减少自体血小板破坏，促进血小板生成，并

逆转巨核细胞功能障碍。徐淑芬等［１８］对 １２例难治性
ＩＴＰ患者输注ｈＵＣＭＳＣｓ，每次输注 （３～５） ×１０７个细
胞，１次／周，共治疗２～３个疗程，４例患者完全反应，
４例患者有效，总有效率为８／１２。ＦＡＮＧ等［１９］应用脂肪

来源间充质干细胞 （ａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ－ｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＡＭＳＣ）治疗 ７例成年 ＩＴＰ患者，移植细胞
２０×１０６／ｋｇ，未见明显不良反应，治疗后所有患者 ＰＬＴ
有所升高，４例完全反应，且移植后 Ｔｈｌ／Ｔｈ２细胞趋向
平衡。

本研究结果显示，６例患者中３例完全反应，２例
有效，１例无效，总有效率为５／６；平均随访５个月，１

例患者复发，再次输注ｈＵＣＭＳＣｓ后仍有效，提示
ｈＵＣＭＳＣｓ治疗难治性 ＩＴＰ效果较好，但仍有复发。本
研究结果还显示，ｈＵＣＭＳＣｓ输注前后外周血ＣＤ＋３ＣＤ

＋
４ Ｔ

淋巴细胞比例、ＣＤ＋３ＣＤ
＋
８ Ｔ淋巴细胞比例及ＣＤ

＋
１９Ｂ淋巴

细胞比例间无差异；ｈＵＣＭＳＣｓ输注后ＣＤ＋１６ＣＤ
＋
５６ＮＫ细胞

比例和ＣＤ＋４ＣＤ
＋
２５ＣＤ

－
１２７Ｔｒｅｇ细胞比例均高于ｈＵＣＭＳＣｓ输

注前，提示ＮＫ细胞和Ｔｒｅｇ细胞可能在 ＩＴＰ治疗中发挥
着重要作用。

综上所述，采用酶消化法能有效分离、培养

ｈＵＣＭＳＣｓ，流式细胞术及成骨、成脂诱导分化实验能
有效鉴定ｈＵＣＭＳＣｓ分化能力，且ｈＵＣＭＳＣｓ治疗难治性
ＩＴＰ近期疗效较好，不良反应轻微；但本研究样本量较
小且未进行随机对照试验，因此ｈＵＣＭＳＣｓ最佳输注途
径、用量、疗程等问题还需进一步深入探讨。
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·论著·

抗氧化型低密度脂蛋白抗体和血小板参数

与高血压肾病的相关性研究

张志涛１，张新国２，张红艳２，尤校雷１

　　基金项目：河北省科技厅项目 （２０１１０５５３４９）：邯郸地区汉族人群高血压相关基因多态性与原发性高血压靶器官损伤的关系研究

１０５６００１河北省邯郸市中心医院泌尿外二科

２０５６００１河北省邯郸市，河北工程大学医学院

通信作者：张红艳，Ｅｍａｉｌ：１３８３２０４３８９０＠１６３ｃｏｍ

　　 【摘要】　目的　 探讨抗氧化型低密度脂蛋白抗体 （ｏｘＬＤＬＡｂ）和血小板参数与高血压肾病的相关性。方法　
选取２００９年３月—２０１６年３月邯郸市中心医院收治的原发性高血压患者１２０例，根据高血压肾病发生情况分为 Ａ组
（未发生高血压肾病，ｎ＝６０）与Ｂ组 （发生高血压肾病，ｎ＝６０）。比较两组患者 ｏｘＬＤＬＡｂ、血小板参数 〔血小板计

数 （ＰＬＴ）、平均血小板体积 （ＭＰＶ）、血小板分布宽度 （ＰＤＷ）〕，ｏｘＬＤＬＡｂ、血小板参数与高血压肾病的相关性分
析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析。结果　Ｂ组患者ｏｘＬＤＬＡｂ高于Ａ组 （Ｐ＜００５）。Ｂ组患者ＰＬＴ低于Ａ组，ＭＰＶ、ＰＤＷ
高于Ａ组 （Ｐ＜００５）。Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析结果显示，ｏｘＬＤＬＡｂ、ＭＰＶ、ＰＤＷ与高血压肾病呈正相关 （ｒｓ＝０８６７、
０７４６、０７９８，Ｐ＜００５）；ＰＬＴ与高血压肾病呈负相关 （ｒｓ＝－０８１５，Ｐ＜００５）。结论　ｏｘＬＤＬＡｂ和血小板参数与
高血压肾病有关，临床可通过检查上述指标以早期发现高血压肾病。

　　 【关键词】　高血压，肾性；抗氧化型低密度脂蛋白抗体；血小板参数
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